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である。私は、超免疫不全マウスである NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/ShiJic （NOG）







































































 2008 年、Niclou らは NOD/SCID マウスに enhanced green fluorescent protein 
(eGFP )をユビキタスに全身発現する EGFP マウス（正式名：C57BL/6-Tg eGFP）を戻
し交配させ NOD/SCID EGFPマウスを作成した。彼らは NOD/SCID EGFPマウスにヒト癌
細胞株を異種移植し作成した腫瘍をフローサイトメトリーにより癌細胞とマウス由
来間質細胞に分離し、収集された癌細胞内のマウス由来間質細胞の混入は少量である
ことを報告した 6。一方、2008年に Suemizu らは NOGマウスと EGFP マウス（正式名：






































実験動物中央研究所(Central Institution of Experimental Animals: CIEA, Ka-
wasaki、Japan)から 6 週齢、雌の NOG-EGFP (正式名: NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1SugTg 
(Act-EGFP) C14-Y01-FM1310sb/ShiJic)マウス、6週齢の雄 NOGマウスを 3匹ずつ供与
して頂いた。NOD/SCID マウスは日本クレア(東京、日本)から購入し使用した。CIEA





 ヒト膵癌細胞株(MIA Paca2, AsPc1)、ヒト胆管癌細胞株(TFK-1,HuCCT1)は東北大学
加齢医学研究所医用細胞資源センターから入手した。HuCCT1,TFK-1,AsPc1 は 37 ℃、
5% CO2の条件下で非働化済み 10% fetal bovine serum (FBS)、(SAFC Biosciences, MO, 
USA)、1% Penicillin/Streptmycin (P/S)(Gibco/Life Technologies, CA, USA) 添加
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA)で培養した。MIA Paca2 は同条件下で 10% FBS・






NOG-EGFP マウスの臓器、細胞における eGFP のユビキタス発現を確認するため、以
下の実験を行った。NOG-EGFP マウスを安楽死後に解剖、臓器摘出し IVIS® Spectrum 
system (Caliper Life Sciences, MA, USA) で観察した。NOG-EGFP マウスの背部皮膚
から採取した線維芽細胞をディッシュ上で 10%FBS,1% P/S 添加 RPMI-1640 で培養し、
Keyence BZ-9000 fluorescence microscope (キーエンス日本,大阪,日本)で観察した。 
４．細胞移植 
前述の細胞株を血清含有培地 100ulに 5 x 105個となるように調整し、6週齢～8
週齢の雌NOG-EGFPマウス、雌NOD/SCIDマウスの背部2ヶ所にそれぞれ皮下移植した。
各マウス 6匹ずつ移植した。腫瘍径は週 2 回定期的に電子測径器(A&D,東京,日本)を
用いて計測した。観察期間は、マウスが 1 匹以上死亡した時点、あるいは「国立大学
法人東北大学における動物実験等に関する規定」で許容される腫瘍容積上限に達する
時点で終了した。腫瘍容積は以下の方法で算出した 8。腫瘍容積 = [長径×短径×短






bであった。手術により摘出後 30分以内に膵癌組織から移植片を採取し 1% P/S 添加
RPMI-1640下で氷中保存した。移植片採取後 2時間以内に 2～3 mm3 切片に細切し、6
週齢～8週齢の雌 NOG-EGFPマウス、雌 NOD/SCID マウスにペントバルビタール(Abbott 
12 
 
Laboratories, IL, USA) とセボフルレン(丸石製薬、大阪、日本))の全身麻酔下で背
部 2ヶ所に尖刀バサミで約 1cmの皮切を加え、皮下ポケットを作成後膵癌切片を挿入
し皮下移植した。皮膚は wound clipを用いて閉鎖した。１臨床検体あたり各マウス 3
匹に２カ所ずつ移植した。生着の有無は皮下移植した腫瘍が増大傾向を示した点で生





免疫染色には抗 eGFP 抗体（ab290，Abcam, MA, USA) が使用された。NOG-EGFPマウス
皮下腫瘍は摘出後 10％ホルマリンで固定しパラフィンブロックを作成した。ブロック
後、1000倍希釈したウサギ抗 GFP抗体(ab290,Abcam,MA USA)を使用して 25℃、1時間
の条件で eGFP免疫染色を行った。二次抗体はウマ血清ペルオキシダーゼ(HRP)添加ヤ











を 100μm 細胞用フィルターに透し、phosphate buffered saline （PBS;リン酸緩衝
生理食塩水)を加え洗浄、遠心を施行後、フローサイトメーター(FACS Aria TM Ⅱ Cell 
Sorter, BD Biosciences, Erembodegem, Belgium)を用い eGFP陽性細胞の分布を確認、
癌細胞のソーティングを施行した。 
表面抗原染色では、以下の表面抗原マーカーを同一サンプル内にそれぞれ同量滴下
後、30分間室温暗所に保存し洗浄を行った。使用した表面抗原マーカーは CD31、 CD90、 
CD49b、 CD14、 CD11c (CD31: 561410, CD90: 553007, CD49b: 553858, CD14: 560636 
and CD11c: 560583, 全て BD Biosciences) である。また、アイソタイプコントロー
ルは以下を使用した。APC-CyTM7(Rat IgG1, κ)-560534、Alexa-Flour700 (Hamster 
IgG,λ1):560555、APC (Rat IgG2a, κ):53932、PE (Rat IgM, κ):553943、 PE-CyTM7 
(Rat IgG2a, κ):552867、全て BD Biosciences。使用した表面抗原マーカーの選別は





























膵癌細胞株(MIA Paca2, AsPc1)、胆管癌細胞株(HuCCT1, TFK-1)で腫瘍形成能を比
較した結果、全ての細胞株において NOG-EGFP マウスは NOD/SCIDマウスより有意差を
持って優れた腫瘍形成能を示した(p<0.01) (図 2A-D)。 興味深い事に、両者において
腫瘍形成の開始には差を認めたがその後の増大曲線はほぼ同等であった。 
３．臨床検体を用いた生着能の比較 















状細胞)、CD14 (マクロファージ)、 CD49 (ナチュラルキラー細胞)、CD31 (血管内皮
細胞)、CD90 (線維芽細胞)。癌細胞集団内のマウス間質細胞の混入は、CD11c:0.4%（そ
の他[4]）、CD14:1.7%、 CD49:1.6%、 CD31:0.9%、 CD90:0.4%であり、完全には除去
できなかったものの、前述の報告の結果と比較すると同等かそれ以下の結果であった
6。 







養した TFK-1細胞の腫瘍形成能を確認するため、NOG-EGFPマウスの背部皮下に 5.0 x 



















決できる。現在では、異種移植モデルとして nudeマウス 9, 10、SCID マウス 9, 11, 12、
NOD/SCIDマウス 11、NOGマウス 13, 14が利用されており、癌種も消化器系、呼吸器系、
骨髄系など多様で臨床前段階の薬剤感受性試験などにも応用されている 15。現時点で













蛍光免疫不全マウスとしては、現在まで GFP nude マウス 16、NOD/SCID EGFP マウス
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A) 携帯紫外線照射ランプ下 NOG-EGFPマウス全身像。 




D)-F) NOG-EGFPマウスに生着した膵癌臨床検体由来腫瘍の病理組織像。  
D) ヘマトキシリン-エオジン(H&E)染色では腺管構造をある程度保持した癌腫瘍を確
認した。 
E) 免疫染色(抗 eGFP 抗体)。癌組織ではなく間質細胞が陽性に染色された。eGFPで染
色される癌細胞は認められなかった。    
F) 未染のプレパラートを蛍光顕微鏡で観察。免疫染色の結果と同様に、間質細胞が
蛍光発色していた。   
図 2 
NOG-EGFPマウスと NOD/SCID マウスの腫瘍形成能の比較 
A) 膵癌細胞株(MIA Paca2, AsPc1)。共に NOG-EGFPマウス、NOD/SCID マウスの背部に































NOG-EGFP マウスと NOD/SCID マウスの臨床検体生着率の比較 
NOG-EGFPマウスと NOD/SCIDマウスの生着率を比較する為、膵癌臨床検体を背部に

















































No. 年齢 病理学的進行度 NOG-EGFP NOD/SCID P 
1 67 Ⅳa 66.6%(4/6) 66.6%(4/6)  
2 67 Ⅳb 83.3%(5/6) 33.3%(2/6)  
3 71 Ⅳa 33.3%(2/6) 33.3%(2/6)  
4 39 Ⅳb 50.0%(3/6) 33.3%(2/6)  
5 74 Ⅳb 33.3%(2/6) 16.7% (1/6)  
計   53.5%(16/30) 36.7%(11/30) 0.1934 
A 
図1   NOG-EGFP マウスのeGFP発現の確認         
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  NOG-EGFP マウスとNOD/SCIDマウスの腫瘍形成能の比較       





















 ** p<0.01 Mann-Whitney U test  
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 CD49b (Natural Killer cells) 1.6 
 CD11c (Dendritic cells) 0.4 
 CD14 (Macrophage) 1.7 
 CD90 (Fibroblasts)  0.4 
 CD31 (Endothelial cells) 0.9 
B 
A 
  フローサイトメトリー 
           
図4 
B: control  A:experimental  
  フローサイトメトリー後の腫瘍細胞の観察 
           
C 
図4 
  フローサイトメトリー後の腫瘍細胞の腫瘍形成能の確認 
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